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CEL-I～IV は Ca2+依存性でガラクトース (Gal) 及び N-アセチルガラクトサミン 
(GalNAc) に特異的なレクチンであり、その内 CEL-I、CEL-IV はその一次構造から
C-type lectin ファミリーに属している 1)。一方、CEL-III は分子質量 47.5 kDa であり、
ヒト及びウサギ赤血球に対する強い溶血活性や培養細胞に対する強い細胞毒性を有
している。この CEL-III の生理活性は細胞膜表面の糖鎖を特異的に認識、結合し 6 量
体のオリゴマーを形成し、標的細胞膜にイオン透過性の膜孔（ポア）を形成すること
によって引き起こされると考えられている 2-6)。 
CEL-III のアミノ酸配列より、N-末端 3 分の 2 が植物レクチンであるリシン B-鎖と
相同性を示す 2 つの糖結合ドメイン（ドメイン-1/2）であることが明らかになってい









近 X 線結晶解析より、CEL-III や CEL-III/GalNAc 複合体の立体構造が明らかとな
った (図 2) 8-9)。アミノ酸配列の相同性の結果と同様に、ドメイン-1 及び 2 は、リシ
ン B-鎖と類似のβ-トレフォイル構造を有しており、Ca2+を含む 5 か所の糖結合部位を
含んでいた。一方、ドメイン-3 はβサンドウィッチと 2 本のα-ヘリックス (H8、H9) を
































るペプチドを化学合成し、その諸性質について検討した。第 2 章ではドメイン-3 全体
 3
とα-ヘリックス領域を含むグルタチオン S トランスフェラーゼ (GST)-融合タンパク
質 (GST-D3、GST-HLH) 及び GST-HLH についての変異体を作製し、それらの性質


































図 1. CEL-III のアミノ酸配列上のドメイン構造 (a) と疎水性プロット図 (b) 
(a) CEL-III の N-末端 3 分の 2 にはリシン B-鎖との類似性を示す 2 つの糖結
合ドメイン (ドメイン-1/2) が存在し、C-末端 3 分の 1 には、疎水性領





















図 2. CEL-III/GalNAc 複合体の結晶構造 
ドメイン-1 及び 2 は疑似 3 回軸をもつβ-トレフォイル構造から成り、Mg2+と Ca2+
を含む。ドメイン-1 及び 2 内の 5 箇所のサブドメインのうち、1β以外のサブドメ
インには Ca2+が結合しており、GalNAc との結合に関与している。ドメイン-3 はβ































図 4. 標的細胞膜上での推定膜孔形成機構 
 CEL-III は糖結合ドメインであるドメイン-1/2 で標的細胞の糖脂質と結合し、
ドメイン間の相互作用に変化を生じ、H8-H9 領域の二次構造変化を含む構造変化
が起き、標的細胞内で 6 量体からなる膜孔を形成する。H8-H9 領域の二次構造変
化によって膜貫通βバレル構造を形成すると考えられている。右端の図について








































第 1 章 















TGR Resin、Fmoc アミノ酸、HBTU、HOBt は Nova、DIEA は和光純薬工業株式
会社より購入したものを使用した。その他のすべての試薬、溶媒は高純度、特級品を




HPLC 分析には、HITACHI L-6200 Interlligent Pump、HITACHI L-4200 UV-VIS 
Detector、HITACHI D-2500 Chromata-Integator を、N-末端アミノ酸配列分析には 
SHIMADZU プロテインシークエンサーPPSQ-21 を使用した。CD スペクトル測定に
は日本分光の JASCO J-720 Spectropolarimeter を用い、測定に使用したリポソーム
を調節する際には超音波洗浄器 US-2、IUCHI（バスタイプソニケーター）および 
TAITEC ULTRASONIC PROCESSOR VP-ST（プローブタイプソニケーター）を使用
した。また、UV 測定器は HITACHI U-2000 Supectro-photometer および Inter Med 
ImmunnnnoMini NJ-2300、蛍光分光器は HITACHI F-3010 を用いた。 
 
第 3 節. 試薬の調製 
 
1. Kaiser test 試薬 
  試薬 1 ：0.5 g ニンヒドリン/ 10 ml エタノール 
  試薬 2 ：8 g フェノール / 2 ml エタノール 
  試薬 3 ：0.2 ml 1 mM シアン化カリウム / 10 ml ピリジン 
 
2. egg PC （中性脂質膜）ベシクル溶液（1.0 mM）の調製 
ナシ型フラスコ中に eggPC （10 mg/ml） 5 μmol （0.39 ml） をとり、CHCl3/MeOH 
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（2:1) 0.6 ml に溶解させ、湯浴中でナシ型フラスコを回転しながら N2ガスを吹き付
けてフィルム化した後、真空デシケーターで 30 min 乾燥させた。20 mM Tris HCl 緩
衝液 （pH 7.4） 5 ml を加えた後、Bath type ソニケーター （超音波洗浄器 US-2, 
IUCHI） を使って超音波処理し、器壁についたフィルムをラメラ化した。これを水中
で Probe type ソニケーター （TAITEC ULTRASONIC PROCESS-OR VP-ST）を使




TSB 寒天培地に線画培養した菌の 1 コロニーを TSB 液体培地が入っている試験
に入れた。そして、高温槽（EYELA UNITHERMO SHAKER ATS-1300）で 37℃で一
晩インキュベートし菌を培養した。その後、菌液を TSB で希釈することにより、600 
nm の吸光度を 10-2 にし、測定用菌液を調製した。 
 
4. 10 mM PB（pH 7.4）の調製 
Na2HPO4 2.149 g を蒸留水 300 ml に溶かした溶液を溶液Ⅰ、NaH2PO4 0.312 g を
蒸留水 300 ml に溶かした溶液を溶液Ⅱとする。溶液Ⅰに溶液Ⅱを少しずつ滴下して




5. CF 内包脂質膜（EggPC）リポソーム 
ナシ型フラスコ中にリン脂質（5mg/ml DOPC 630 μl）を入れて 40℃ の湯浴中で
窒素ガスを吹き付けてフィルム状にした後に真空デシケーターで 30 分間乾燥させ
た。次に CF 37.6 mg （0.1 mmol）に 10 mM TBS（pH 7.5）1 ml を加えて、 10 N 
NaOH 水溶液を 2 滴滴下し CF を溶解させた。これをフィルム化したリン脂質に加
えてボルテックスおよびバスタイプソニーケーターを使ってナシ型フラスコ内のガ
ラスに付いているフィルム状リン脂質をはがしラメラ化した。その後、50℃ 湯浴中
でプローブタイプソニケーターで 10 分間超音波処理することにより SUV（Smal 
Unilamelar Vesicle）にし、室温で 30 分熟成させた。この溶液を Sephadex G-75 カ
ラム（φ1.2 × 25 cm）によるゲルろ過クロマトグラフィーにより内包されなかった CF 
を除いた。溶出は、1 ml × 20 本画分し 490 nm での吸光度を測定し、測定には吸光
度が も強かった溶液を用いた。 
 
第 4 節. 実験方法 
 
第1項. ペプチド合成 
今回、3 種のペプチド HLH (317-357 残基) ，HL (317-336 残基)、LH (328-357 残
基)を TGR Resin を担体として用いて Fmoc-固相合成法に従って合成した (図 1-1)。 
合成用カラムに TGR Resin 500 mg （mmol/g）をはかりとり、図 1-1 に示す手順
でペプチド鎖の延長を行い、反応や洗浄はボルテックスを用いた。Kaiser test により
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乾燥したレジンを 50 ml のナスフラスコに入れ、m-cresol；150 μl、thioanisole；150 
μl、TFA；2700 μl を加えて、室温で 1 時間撹拌した。その後、ろ過によりレジンを









第2項. 遠紫外 CD スペクトル測定 
合成したペプチドの二次構造を調べるために遠紫外 CD スペクトル測定を行った。
20 mM Tris-HCl (pH7.5) 中、1 mM 中性脂質リポソーム（EggPC）存在下でそれぞれ







 ペプチドに滅菌水を加え濃度を 0.5 mM に調製した。その後、滅菌済みマイクロ
タイタープレート上で滅菌水を用いて倍々希釈することによりペプチド溶液を調製
した。 
 測定は滅菌済みマイクロタイタープレート上で行った。まず TSB で希釈した菌液 
90 μl を入れて次に 0.5 mM を倍々希釈したペプチド溶液 10 μl を加えた。その後、
37℃でインキュベートし、1 時間おきに 620 nm での吸光度（濁度）を測定した。
また、コントロールとしてペプチドのかわりに滅菌水を用いた。さらにブランクとし
て TSB のみの測定も行い、菌の増殖の割合を相対的な濁度として評価した。 
 




そして、高温槽（EYELA UNITHERMO SHAKER ATS-1300）で 37℃、一晩インキュ
ベートし菌を培養した。その後、菌液を遠心機にかけて菌体を沈殿させた。そして、
上澄みを除いてこれと同量の 10 mM PB（pH 7.4）を加え、10 mM PB（pH 7.4）で
 16
希釈することにより、600 nm での吸光度を 0.5 にし、測定用菌液を調整した。 
調整した菌液 800 μl と β-ガラクトシダーゼの基質である ONPG（25 mM）100 μl 
を入れて、各ペプチド（1.0 mg/ml ）100 μl を加えて 1 分ごとに 420 nm で o-ニト
ロフェノールの吸光度を 10 分間測定した。 
 
第 5 項. CF 漏出測定 
抗菌活性はペプチドが細菌細胞膜と作用することによると考えられることから、各
ペプチドのリポソームとの相互作用を調べるために カルボキシフルオロセイン 
(CF) を内包した中性脂質リポソームを用いて CF 漏出測定を行った。 
光路長 10mm の石英に TBS 970 μl と CF 内包リポソーム溶液 20 μl を入れて、
各濃度のペプチド溶液を 10 μl 加えて 10 分後の蛍光強度を測定した。また、positive 
コントロールとして 10% Triton X-100 を negative コントロールとして滅菌水をペ
プチド溶液の代わりとして用いて測定した。10% Triton X-100 の CF 漏出したとき
の蛍光強度を 100% としてペプチドによって引き起こされる CF 漏出の割合を算
出した。 
     
測定条件 
TIME SCAN（EX 490 nm  EM 518 nm） 
 EM BANDPASS  5 nm 
END TIME      10 min 
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EX BANDPASS  5 nm 


























































第 5 節. 実験結果 
 
各ペプチドの二次構造を調べるために、遠紫外 CD スペクトル測定を行った (図
1-3)。TBS 中では、HL は 216 nm 付近にネガティブピークを持つ典型的なβ-シート構
造のスペクトルを示した。一方、LH と HLH は 210-220 nm に小さなネガティブピー
クを示した。しかしながら、中性脂質から構成されるリポソームを添加した後、LH
と HLH のネガティブピークは増加した。これは、脂質膜との相互作用によりそれら





いて抗菌活性測定を行った (表. 1) 。37℃で 6 時間細菌細胞と合成ペプチドをインキ
ュベートし、溶液の濁り度を細菌増殖の指標にした。なお、比較として黄色ブドウ球
菌に強い抗菌活性を示した P332 を用いた 7)。HLH がグラム陽性菌である黄色ブドウ
球菌 (S. aureus) と枯草菌 (B.subtilis) に対して も強い抗菌活性を示し、その活性










図 1-3. 各ペプチドの遠紫外 CD スペクトル 
  合成ペプチド HLH, HL, LH は TBS 中 (A) と 1 mM egg フォスファチジルコリン































ボキシルフルオロセイン (CF) を内包した中性脂質膜リポソーム (Egg PC) を用い
て、CF 漏出測定を行った。合成ペプチドとリポソームを混合したとき、HLH、P332、















 図 1-4. 合成ペプチドの黄色ブドウ球菌に対する内膜透過性 
  菌体は 0.5 mM 合成ペプチドと 2.5 mM ONPG と 37℃で混合した。細胞内膜の

















図 1-4. egg フォスファチジルコリンリポソームを用いた合成ペプチドの CF 漏出測    
定 
 合成ペプチドは 0.1 M カルボキシルフルオロセインを内包したリポソームと TBS





第 6 節. 考察 
 
 この章では、α-ヘリックス領域に対応する 3 種類のペプチド（HLH、HL、LH）
と P332 を F-moc 固相合成法にしたがって合成し、その諸性質について検討した。そ
の結果、抗菌活性や菌体内膜透過性が、HLH、LH、P332 において観察された。しか



















第 2 章 
GST 融合タンパク質としての CEL-III 会合ドメインの発現とその機能解析 
 
第1節. 緒言  
 
 トリプシンのようなプロテアーゼで CEL-III を限定加水分解することによって得ら
れたドメイン-3 フラグメントは自発的にオリゴマー化する性質を有していることか
ら、ドメイン-3 が標的細胞上での CEL-III の自己会合に関与すると考えられている 13)。






茨城大学の上妻由章准教授よりいただいた CEL-III DNA をテンプレートとして使
用、本研究で使用した各オリゴヌクレオチドはエスペックオリゴサービス株式会社、
Ex Taq ポリメラーゼ、EASYTRAP Ver. 2、BamH I、10 x K 緩衝液、大腸菌 JM109
コンピテントセル、DNA Ligation Kit Ver.2、大腸菌 BL21、Rosetta-gami(DE3)pLysS
コンピテントセルはタカラバイオ株式会社、pGEX-4T-1 は Novagen 株式会社、ア
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ガロース S は株式会社ニッポンジーン、Lambda DNA / EcoR I + Hind III Markers、
pGEM-T は Promega 株式会社、LB 培地は Becton, Dickinson and Campany、アン
ピシリンナトリウム、IPTG、クロロホルム、DEPC、酢酸はナカライテクス株式会











塩基配列分析には株式会社日立製作所製の SQ5500E 型蛍光式パーソナル DNA
シーケンサを使用した。アガロース電気泳動には株式会社アスペック製の Mupid ミ
ニゲル泳動槽、UV 照射には UVP 株式会社製の Dual Intensity Ultraviolet 
Transilluminatorを使用した。PCRには、株式会社アステック製のPROGRAM TEMP 
CONTROL SYSTEM PC-701 を使用した。遠心には株式会社日立製作所製の himac 
CF15D（ローター形式）、減圧乾燥には東京理科器械株式会社製の EYELA 
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CENTRIFUGAL VAPORIZER CVE-100 を使用した。OD 及び ABS の測定には株式
会社日立製作所製の U-2000 型分光光度計を使用した。SDS 電気泳動にはアトー株
式会社製の泳動槽を使用した。培養液の遠心には株式会社日立製作所製の himac 
CR20B3（ローター形式 RPR9-2）、その他の遠心には株式会社日立製作所製の himac 
CF15D（ローター形式 RT15A5）。ソニケーションにはタイテック株式会社製の
ULTRASONIC PROCESSER を使用した。CD 測定には日本分光株式会社製の CD 





1. TE 緩衝液（10 mM Tris, 1 mM EDTA 水溶液、pH 8.0）の調製 
1 M Tris-HCl（pH 8.0）水溶液を 2 ml、500 mM EDTA（pH 8.0）水溶液を 400 m




・ Solution I：グルコースを 180 mg 量り取り、プラスチック容器に移した。1M 
Tris-HCl（pH 8.0）水溶液を 500 ml、500 mM EDTA（pH 8.0）水溶液を 400 
ml 加え、蒸留水で 20 ml までメスアップした。その後、ろ過滅菌を行い、-20°C
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・ Solution II：10% SDS 溶液 200 ml と 0.2 N NaOH 水溶液 19.8 ml を混合し、
室温で保存した。 
・ Solution III：5 M 酢酸カリウム水溶液 12 ml、酢酸 2.3 ml、蒸留水 5.7 ml を
混合し、-20°C で保存した。 
 
3. 10 mg/ml RNase A (DNA free) 
1M Tris-HCl（pH 7.5）10 ml、5 M NaCl（pH 7.5）3 ml をサンプルチューブにと
り蒸留水で 1 ml までメスアップし、RNase A を 10 mg 加えて溶かした。100°C の
水で 15 分間加熱し、その後、そのままの状態で室温まで冷ました。1.5 ml のサン
プルチューブに 100 ml 分注して-20°C で保存した。 
 
4. 5×TBE 溶液の調製 
Tris 13.5 g、ホウ酸 6.9 g を量り取り、200 ml の蒸留水で溶かした。500 mM EDTA
（pH 8.0）水溶液を 5 ml 加え、蒸留水で 250 ml までメスアップした。室温で保存
し、必要に応じて希釈して使用した。 
 
5. 50 mg/ml アンピシリン水溶液 
アンピシリンナトリウム 50 mg を蒸留水 1 ml で溶かし、ろ過滅菌した。使用す
るまで-20°C で保存した。 
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6. 0.1 M IPTG 水溶液 
IPTG 238.3 mg を蒸留水 10 ml で溶かし、ろ過滅菌した。1.5 ml サンプルチュー
ブに 1 ml ずつ分注し、-20°C で保存した。 
 
7. 20 mg/ml X-Gal 




LURIA AGAR 7.4 g をビーカーに量り取り、蒸留水 200 ml に懸濁した。その後
121°C で 20 分間オートクレーブした。65°C 程度まで冷ました後に 50 mg/ml アン
ピシリン水溶液を 400 ml 加え、クリーンベンチ内で滅菌済みシャーレに 20 ml ず
つ注ぎ、そのまま固まるまで放置した。その後、袋に入れて 4°C で保存した。 
 
9. 液体培地の作製 
LURIA BROTH BASE 5 g を三角フラスコまたはガラスメディウム瓶に量り取り、
蒸留水 200 ml に懸濁した。その後、121°C で 20 分間オートクレーブした。室温で




10. 10×TBS の調整 
NaCl 87.6 g、Tris 12.1 g を蒸留水に溶かし、6 N-HCl で pH 7.61 に合わせ純水で 1 
L までメスアップした。室温で保存し、使用する時、純水によって 10 倍希釈して使
用した。 
 
11. 10×PBSの調製  




12. 10 mM 還元型グルタチオン緩衝液 (GST 溶出緩衝液) 
還元型グルタチオン 0.0307 g を 50 mM Tris-HCl pH 8.0 10 ml に溶解させた。 
 
13. 0.5 M CaCl2 
CaCl2 7.35 g を 1 L の純水に溶解し、オートクレーブして使用した。 
 
14. 0.5 M CaCl2/15%グリセロール 









領域を図 3-1 に示した。0.5 ml のサンプルチューブ中で、増幅させる DNA のテン
プレートを 0.5 μl、テンプレートと相補的なオリゴヌクレオチドのプライマーのセ
ンス鎖、アンチセンス鎖をそれぞれ 0.5 μl、滅菌水 23.5 μl、DNA ポリメラーゼ・dNTP
（N：A、C、G、T）を含む混合試薬である Premix Taq を 25 μl を混合した。この
混合液を、サーマルサイクラーにセットし、PCR を行った。基本 PCR 反応条件と
して熱変性温度 94°C、アニーリング温度 55°C、伸張温度 72°C を 1 サイクルとし
て 30 サイクル行った。反応終了後は 4°C で冷却した。アニーリング温度は使用す
るプライマーの Tm によって変更した。 
 
2. アガロースゲル電気泳動 
本実験では 1 及び 2%（w/v）アガロースゲルを使用した。2%（w/v）アガロース
ゲルは、2 g のアガロースを三角フラスコに称量し、0.5×TBE 緩衝液を 100 ml 加
えて加熱することでアガロースを溶かし、50°C ぐらいまで冷えたところでゲル成
形トレイに流し込み、その後室温で冷やすことでゲルを作成した。作成したゲルを
泳動槽にセットし、サンプル及び Lambda DNA/EcoR I + Hind III Marker を各ウェ
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ルにアプライし、0.5×TBE 緩衝液で泳動した。DNA の染色には 0.001%（w/v）エ
チジウムブロミド溶液を用いた。 
 
3. DNA の抽出 
  電気泳動後のアガロースゲルのバンドより、抽出キットである EASYTRAP™ ver. 
2 を用いて DNA の抽出を行った。アガロースゲルより目的の DNA を含むバンドを
切り出し、1.5 ml サンプルチューブへ移した。500 μl の NaI 溶液を加え、55°C で
数分間加熱することでゲルを完全に溶かした。よく懸濁したガラスパウダーを10 μl
加え、よくボルテックスし、5 分間室温で放置した。10000 rpm で 1 秒間遠心し、
上清を除いた。次に、500 μl の洗浄用緩衝液を加え、ガラスパウダーを懸濁し、再
び遠心して上清を取り除いた。この操作を 3 回行ったのち、ガラスパウダーを 20 μl
の TE 緩衝液に懸濁し、55°C で数分間インキュベートすることで、ガラスパウダー





の LB 培地に植え継ぎ、37°C でオーバーナイト培養した。 
 20 ml の LB 培地に、先ほどの LB 培地で培養した大腸菌を植え継いだ。30 min
おきに 600 nm での吸光度を測定し、37°C で撹拌しながらインキュベートして培養
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した。A.600が 0.4になったら氷で急冷し、5 mlずつ polypropyrene tubeに移し替え、
10 min 氷上においた。4°C, 4000 rpm で 10 min 遠心し、菌を沈殿させ培地を除き、
氷冷した 0.5 M CaCl2を 4 ml 加えた。その後、0°C , 3000 rpm で 3 min 遠心し、上
清を捨て、0.5 M  CaCl2を 4 ml 加え、氷中でゆっくり撹拌し 30 min 氷水上におい
た。また、0°C , 3000 rpm で 3 min 遠心し、上清を捨て 0.5 M CaCl2/15% グリセロ
ールを 2 ml 加え、氷水で 2 時間以上放置した。その後、50 ml ずつエッペンに分け、
4 °C でストックした。 
 
5. pGEM-T へのライゲーション 
pGEM-T ベクターと DNA のライゲーションは、pGEM-T Vector System I のプロ
トコールに従って行った。0.5 ml サンプルチューブに、PCR 産物 3 μl、T4 DNA 
Ligase 10×緩衝液 5 μl l、pGEM®-T ベクター1 μl、T4 DNA Ligase 1 μl をそれぞれ
加え、ピペッティングにより混合した。これを 25°C で 1 時間インキュベートした。 
 
6. トランスフォーメーション（大腸菌の形質転換） 
小試験管中に、目的の DNA をライゲーションしたベクター溶液 2 ml、氷上で溶
かしたコンピテントセルを 25 μl をそれぞれ加え、30 分間氷上でインキュベートし
た。42°C で 55 秒間インキュベート（ヒートショック）した後、再び氷上へ置き、
2 分間インキュベートした。500 μl の液体培地を加え、37°C で 90 分間振盪培養を
行った。これをアンピシリン入りの寒天培地に 200 μl まき、スプレッダーを用いて
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プレート全体に広げ、37°C で一晩インキュベートした。必要に応じて、トランス
フォーメーションの指標となる 20 mg/ml X-Gal 20 μl l、誘導物質である 0.1 M IPTG
溶液を 100 μl をそれぞれプレートにまいた。 
 
7. プラスミド調製 
プラスミド調製はアルカリ SDS 法を用いて行った。LB 寒天培地に生えたコロニ
ーを、アンピシリン入り液体培地 6 ml に植え継ぎ、37°C で一晩振盪培養した。こ
れを 1.5 ml のサンプルチューブに 1.5 ml ずつ分注し、10000 rpm、4°C で 1 分間遠
心した。上清を除き、菌体のペレットを氷冷した Solution I 100 μl に懸濁した。こ
の懸濁液に Solution II を 200 μl 加え、2 - 3 回上下反転させることにより菌体を溶
かし、氷上に 5 分間置いた。これに Solution III を 150 μl 加え、激しくボルテック
スした後、再び氷上に 5 分間置いた。その後、クロロホルムを 15 μl 加え、よくボ
ルテックスした。15000 rpm、4°C で 5 分間遠心し、上清 400 μl を新しい 1.5 ml
サンプルチューブに回収した。この溶液に 400 μl の 2-プロパノールを加え、室温で
2 分間放置した。15000 rpm、4°C で 10 分間遠心し、上清を除いた。70%エタノー
ル水溶液でリンスし、再び 15000 rpm、4°C で 2 分間遠心した後上清を除き、遠心
式エバポレーターにより減圧乾燥を行った。これを TE 緩衝液 100 μl に溶解した。 
この時点では大量の RNA を含んでいるため、この溶液を RNase 処理した。この
溶液に 10 mg/ml RNase A を 1 μl 加え、37°C で 30 分間インキュベートした。その
後 PCI 溶液を 100 μl 加え、よくボルテックスした。15000 rpm、室温で 2 分間遠心
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し、上層（水相）を新しい 1.5 ml サンプルチューブに移した。3 M 酢酸ナトリウム
水溶液 10 μl、エタノールを 250 μl 加え、ボルテックスし、室温で 2 分間放置した。
15000 rpm、室温で 10 分間遠心した後、上清を除いた。70%エタノール水溶液でリ
ンスし、遠心式エバポレーターにより減圧乾燥を行った。 
 
8. DNA シークエンス 
DNA 配列の決定はダイデオキシ法を用い、日立 DNA シーケンサ SQ5500E を用




1.5 ml サンプルチューブに DNA 溶液を 52 μl、制限酵素を 2 μl、10×酵素緩衝液
6 μl をそれぞれ加え、37°C で 3 時間インキュベートした。その後、アガロースゲ
ル電気泳動によって切断後の DNA を精製した。 
 
10. pGEX4T-1 へのライゲーション 
pGEX-4T-1 ベクターと DNA のライゲーションには、DNA Ligation Kit Ver. 2 を
用いた。0.2 ml PCR チューブに、制限酵素 BamH I で切断後、アルカリフォスファ
ターゼ処理した pGEX-4T-1 ベクター0.5 μl、PCR 産物 0.5 μl、I 液 1.0 μl をそれぞ













12. SDS－PAGE のためのタンパク質濃縮 
サンプル中のタンパク質濃度が薄く CBB による染色が困難である時は、2 mg/ml 
DOC と 20% TCA を用いて以下のようにサンプル濃縮を行った後に SDS-PAGE によ
って分析した。まず、サンプル 200 μl に DOC 40 μl 加え、ボルテックスにより良く
混ぜた。その後、TCA 80 μl 加え、同様に良く混ぜた。そして、0℃で 30 分インキュ
ベートし、10000 rpm で 5 min 遠心した。上清を取り除き、沈殿に SDS サンプルバ




13. GST 融合タンパク質の発現 
目的 DNA を取り込んだクローンをアンピシリン入り液体培地 5 ml に植え継ぎ、
37°C で一晩インキュベートし、オーバーナイトカルチャーを作製した。この培地を
500 ml のアンピシリン入り液体培地に加え、37°C でインキュベートした。600 nm に
おける吸光度が 0.6 になった時点で一度培養をとめ、0.1 M IPTG 溶液を終濃度が 0.4 
mM になるように加え、発現温度 20℃で 16 時間インキュベートすることで GST 融
合タンパク質の発現誘導を行った。 
 
14. Glutathione Sepharose 4B による精製 
誘導終了後、菌体を回収し、超音波処理により菌体を破砕した。その後、室温で
30 min 撹拌を行い、遠心分離により沈殿と可溶性画分に分けた。上清に発現したタン
パク質が存在していることを SDS-PAGE などにより確認した後、Glutathione 
Sepharose 4B による GST 融合タンパク質の精製を行った。まず、Glutathione 
Sepharose 4B 樹脂と超音波処理後の上清を混合し、樹脂に吸着したタンパク質以外
を PBS（PBS：140 mM NaCl、2.7 mM KCl,、10 mM Na2HPO4、1.8 mM KH2PO4,、
pH 7.3）によってよく洗い流し、その後溶出緩衝液（10 mM Glutathione in 50 mM 
Tris-HCl pH 8.0）により GST 融合タンパク質を溶出させた。 
 
15. ゲルろ過 
 ゲルろ過は Sephacryl S-200 カラム (2.5×60 cm) を用いて行った。 
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16. X 線小角散乱（SAXS）測定 
 SAXS 測定は，つくば高エネルギー加速器研究機構 Photon Factory のビームライ

















































図 2-1. 増幅 PCR プライマーの位置 
  ドメイン3全体、α-ヘリックスはそれぞれCEL-III遺伝子をテンプレートにして、











第 6 節. 実験結果 
 
第1項. ドメイン3全体とα-ヘリックス領域を含むGST融合タンパク質の発現と精製 
大腸菌を用いて GST 融合タンパク質として HLH (GST-HLH) とドメイン-3 全体 
(GST-D3) を発現した。発現したそれぞれの融合タンパク質は、超音波処理による細
胞破壊後、可溶性タンパク質として両融合タンパク質を得ることができた。その後、




よるゲルろ過の溶出パターンを図 2-3 に示した。自発的に二量体を形成する GST は
88 min に溶出された (A)。一方、融合タンパク質である GST-D3 (B) と GST-HLH (C) 
はそれらの分子量から予想される溶出位置より早く溶出された (GST-D3 二量体；






0.5-2.0 mg/ml のタンパク質濃度で行った。その結果、Rg,z の濃度依存性は無視して
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よいことがわかった。GST-D3のRg,zとDmaxの値は98.2と250Åであった。GST-D3






































図 2-2. α-ヘリックス領域 (GST-HLH)  (A) とドメイン 3 全体を含む GST 融合タ




















図 2-3. GST (A), GST-D3 (B), GST-HLH (C) のゲルろ過 























































図 2-4 . CEL-III のα-ヘリックス領域のアミノ酸配列 (A) と黄色ブドウ球菌のα-ヘ
モリシンの膜結合領域のアミノ酸配列 (B)の比較 







図 2-5. GST-HLH とその Val 置換変異体  (GST-HLH-VA1, GST-HLH-VA2, 
GST-HLH-VA3)のアミノ酸配列 



















図 2-6 . GST-HLH とその変異体の Glutathione Sepharose 4B による精製 
  Val 残基変異体である GST-HLH-VA1 (A), GST-HLH-VA2 (B), GST-HLH-VA1 (C) 



















図 2- 7. GST-HLH とその変異体のゲルろ過 
  GST-HLH (A), その Val 残基変異体である GST-HLH-VA1 (B), GST-HLH-VA2 (C), 




第 7. 節考察 
  
 この章では、ドメイン-3 全体とα-ヘリックス領域を GST 融合タンパク質として合





GST-D3 は 1050 kDa の分子質量を有していることが明らかになったことから、モノ
マータンパク質が 24 量体を形成しているものと考えられた。CEL-III オリゴマーの分
子質量は SAXS より 1019 kDa と計算され、それはモノマーの 21 量体と一致してい
ることから 15)、GST-D3 もドメイン-3 領域を介して、天然型 CEL-III と同様の機構で
会合体を形成していると思われる。 
 ドメイン 3 のα-ヘリックス領域の特徴の一つは、3 個の Val 残基が交互に配列した








第 3 章 






て組換え型 CEL-III (WT-CEL-III) の発現と精製を行い、WT-rCEL-III の諸性質につい
て検討を行った。次に、WT-rCEL-III のリフォールディングプロセスにおける Ca2+





a. 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)の調製 
Tris 6.0 g を量り取り、800 ml の蒸留水に溶かした後、6N HCl を用いてpH を8.0 
に調整し、全量を1 L までメスアップした。また、必要に応じて4%(v/v)になるように
Triton X-100 を混ぜて使用した。 
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b. 10 mM Ca2+-TBSの調製 
塩化カルシウム・二水和物1.47 gを1LのTBSに溶かし調製した。 
 
c. 10 mM EDTA-TBSの調製 
 Tris 1.21 g、NaCl 8.76 g、EDTA 7.44 g を量り取り、800 ml の蒸留水に溶かした 
後、1 M NaOH を用いて pH を 7.5 に調整し、全量を 1 L までメスアップした。 
 
d. 100 mM ラクトース-TBSの調製 
ラクトース・二水和物 3.6 gを100 mlのTBSに溶かして使用した。 
 
e. 50 mM Tris-HCl pH8.0 




Tris 6.0 g、NaCl 11.7 g、EDTA・2Na 0.37 g を量り取り、800 ml の蒸留水に溶か
した後、6N HCl を用いてpH を8.0 に調整し、全量を1 L までメスアップした。この





Tris 12.11g、アルギニン塩酸塩 84.26 g、EDTA・2Na 0.74 g、還元型グルタチオ
ン1.53 g、酸化型グルタチオン 0.31 g を量り取り、800 ml の蒸留水に溶かした後、
6 N HClを用いてpH を8.0 に調整し、全量を1 Lまでメスアップした。 
 
h. 10 mM Ca2+入りリフォールディング緩衝液の調製 
Tris 12.11g、アルギニン塩酸塩84.26 g、EDTA・2Na 0.74 g、還元型グルタチオン
1.53 g、酸化型グルタチオン 0.31 g 、塩化カルシウム・二水和物1.47 gを量り取り、
800 ml の蒸留水に溶かした後、6 N HClを用いてpH を8.0 に調整し、全量を1 L ま
でメスアップした。 
 
i. 炭酸緩衝液 の調製 
NaHCO3 4.2 g、Na2CO3 47.7 g を量り取り、全量1 L の蒸留水に溶かした。 
 
j. Lactosyl -cellulofine カラムの調製 
炭酸緩衝液 を用いてCellulofine 5 ml を洗浄し、vinyl sulfone : 炭酸緩衝液＝1:9 で
混合した溶液10 ml に加え、室温で1 時間攪拌した。攪拌後、水および炭酸緩衝液 で
よく洗浄し、0.02 g/ml ラクトース 溶液（炭酸緩衝液 に溶解したもの）10 ml を加
え、室温で一晩攪拌した。反応させた樹脂をTBS で洗浄し、脱気してカラムに充填
した。使用前に10 mM Ca2+-TBS で十分に平衡化した。 
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第 3 節. 実験方法 
 
第1項. 組換え型 CEL-III (WT-rCEL-III) の発現 
 CEL-III 遺伝子は、第 2 章と同様に、CEL-III cDNA をテンプレートにして、各プラ
イマー (表. 1) を使用して PCR により増幅させた。 
rCEL-III の発現は、目的 DNA を取り込んだクローンを 100 μg/ml アンピシリン入
り液体培地 5 ml に植え継ぎ、37℃で一晩インキュベートし、オーバーナイトカルチ
ャーを作製した。この培地を 500 ml の 100 μg/ml アンピシリン入り液体培地に加え、
37℃でインキュベートした。600 nm における吸光度が 0.6 になった時点で一度培養








第3項. QuikChange site-Directed mutagenesis Kit を用いた変異 DNA の調製 
糖結合部位変異体及びドメイン 3 変異体 DNA は各プライマー (表. 1, 2, 3) を用い
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て QuikChange site-Directed mutagenesis Kit を用いた PCR によって調製した。PCR
チューブに 10×reaction buffer 5 ml、pET-3a-WT-rCEL-III 、各プライマー、dNTP mix 
1 ml を加え、滅菌水で 25 ml にメスアップした。その後、0.5 ml の Pfu Turbo DNA
ポリメラーゼを加えて、次の示す PCR サイクルで PCR を行った。95℃ 30 sec を 1
サイクル、95℃ 30 sec、55℃ 1 min、68℃ 6 min を 16 サイクル。PCR 終了後、
DpnI を 1 ml 加えて、37℃で 2 時間インキュベートすることでテンプレートとして用
い た pET-3a-WT-rCEL-III の 酵 素 消 化 を 行 っ た 。 酵 素 消 化 後 、 XL-1-Blue 
supercompetent 細胞のトランスフォーメーションを行った。 
 
第4項. 組換え型 CEL-III とその変異体の可溶化とリフォールディング 
 発現誘導後、遠心チューブに移し、5000×10 min、4℃で遠心し上清を除いた。得
られた菌体をTBS 5 ml に懸濁し、氷上でソニケーションすることで菌体を破壊し、
遠心分離を行ったところ発現したWT-rCEL-III はインクルージョンボディーとして










拌したリフォールディング緩衝液1L (サンプルを滴下後、タンパク質濃度が1 mg/ml 
以下になるようにリフォールディング緩衝液の量を調整した) にサンプルを1 秒1 
滴以下の速度で滴下した。滴下後、終濃度が0.1 mM になるようにPMSF/DMF を加
























した。その後、各ウェル中の溶液を0.5 ml エッペンチューブに取り、10,000 rpm で







にして調べた。各タンパク質をそれぞれ75 μl、Glycine緩衝液（pH10.0）を100 μl、4 







表 1. WT-rCEL-III とその変異体に対応するプライマーの塩基配列(1) 
タンパク質名   Primer                  塩基配列 
CEL-III      CEL3F1    5`-CATATGCAAGTTTTGTGCACGAATCC-3`  
CEL3R1    5`-GGATCCTCAAATGTCCGTGCAGAAAG-3` 
H36A       H36A-F    5`-GGTAACATAGCGACGGCAGATTGTGATGGGTTA-3` 
H36A-R    5`-TAACCCATCACAATCTGCCGTCGCTATGTTACC-3` 
Y134A      Y134A-F   5`-GGCGATATTGGAGTCGCAGACTGTCAAAATCTA-3`  
Y134A-R   5`-TAGATTTTGACAGTCTGCGACTCCAATATCGCC-3`  
Y181A      Y181A-F   5`-GGAAATGTCCTGATG GCAAGTTGTGAAGACAAC-3`  
Y181A-R   5`-GTTGTCTTCACAACTTGCCATCAGGACATTTCC-3`  
Y222A     Y222A-F   5`-GGGAATGTAGGCATAGCACGTTGTGATGATTTA-3`  
Y222A-R   5`-TAAATCATCACAACGTGCTATGCCTACATTCCC-3` 
W269A    W269A-F  5`-GGCGATGTTGGCACAGCACAATGTGACGGACTG-3` 







表2. WT-rCEL-IIIとその変異体に対応するプライマーの塩基配列 (2) 
タンパク質名   Primer                  塩基配列 
S305A       S305A-F   5`-CAGAATGGCAAAGTGGCCCAGCAAATTTCAAAC-3` 
S305A-R   5`-GTTTGAAATTTGCTGGGCCACTTTGCCATTCTG-3`  
I330A        I330A-F    5`-GAAGTGTCATCTACAGCCGAAAAAGGCGTAATT-3`  
I330A-R    5`-AATTACGCCTTTTTCGGCTGTAGATGACACTTC-3`  
E340A       E340A-F   5`-ATTTTTGCCAAAGCGGCCGTGGGCGTTAAAGTT-3`  
E340A-R   5`-AACTTTAACGCCCACGGCCGCTTTGGCAAAAAT-3`  
V345A       V345A-F   5`-GAAGTGGGCGTTAAAGCCTCAGCCTCGTTGTCT-3` 
V345A-R  5`-AGACAACGAGGCTGAGGCTTTAACGCCCACTTC-3`  
S350A       S350A-F   5`-GTTTCAGCCTCGTTGGCCAAAGCATGGACCAAC-3`  
S350A-R  5`-GTTGGTCCATGCTTTGGCCAACGAGGCTGAAAC-3`  
Y365A       Y365A-F   5`-ACAACTGCAATAACCGCCACATGTGATAACTAT-3` 
Y365A-R   5`-ATAGTTATCACATGTGGCGGTTATTGCAGTTGT-3` 
R378A       R378A-F  5`-GATGAAGAATTTACTGCCGGATGCATGTGGCAG-3`  
R378A-R  5`-CTGCCACATGCATCCGGCAGTAAATTCTTCATC-3`  
K405A       K405A-F  5`-AATCCGCAGATCATCGCCTGCACGAGGTCTAAT-3`  






表3. WT-rCEL-IIIとその変異体に対応するプライマーの塩基配列 (3) 
タンパク質名   Primer                  塩基配列 
R408A       R408A-F   5`-ATCATCAAGTGCACGGCCTCTAATACGGCGCCT-3`  
R408A-R   5`-AGGCGCCGTATTAGAGGCCGTGCACTTGATGAT-3`  
D425A       D425A-F   5`-AAATGTGCTAACGAGGCCTGCACTTTCTGCACG-3`  
D425A-R   5`-CGTGCAGAAAGTGCAGGCCTCGTTAGCACATTT-3`  
I397A        I397A-F   5`-AAGTCAGGCGATCTGGCCGTTTGGAATCCGCAG-3` 
I397A-R   5`-CTGCGGATTCCAAACGGCCAGATCGCCTGACTT-3` 
I403A        I403A-F   5`-GTTTGGAATCCGCAGGCCATCAAGTGCACGAGG-3` 














第1項. 組換え型 CEL-III (WT-rCEL-III) の発現とその性質 
 
 WT-rCEL-III を大腸菌 BL21 (DE3) pLysS を用いて発現させた。しかしながら、発
現したタンパク質は封入体として沈殿画分に得られたので、6 M 塩酸グアニジンを含
む可溶化緩衝液で可溶化を行った。その後、リフォールディングタンパク質の凝集を
防ぐために 0.4 M アルギニン塩酸塩を含むリフォールディング緩衝液を用いてタン
パク質のリフォールディングを行った。リフォールディング終了後、WT-rCEL-III は
ラクトース固定化カラムにかけ、EDTA を用いてカラムに吸着した WT-rCEL-III の溶
出を行った (図 3-1. A)。次に、Superdex-200 のゲルろ過カラムを用いて、ラクトー
ス固定化カラムに吸着した WT-rCEL-III の精製を行った(図 3-1. B)。 
 WT-rCEL-III と nCEL-III の CD スペクトルを図 3-2 に示している。WT-rCEL-III は
nCEL-III と同様に 230 nm 付近にポジティブピークと 205 nm 付近にネガティブピー
クを有するスペクトルを示した。このことより、WT-rCEL-III は nCEL-III と同様の二
次構造を形成していると考えられる 
 WT-rCEL-III の溶血活性はウサギ赤血球を用いて行った(図 3-3)。WT-rCEL-III は CD
スペクトルによって示されたように正しい二次構造や特異的な糖結合能力を有して
いるにもかかわらず、その溶血活性は nCEL-III と比較してかなり弱くなっていた。
50%溶血活性を示す WT-rCEL-III と nCEL-III の濃度はそれぞれ 40 μg/ml と 0.4 μg/ml
であり、WT-rCEL-III は nCEL-III と比べて 100 倍溶血活性が低下していた。 
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 CEL-III は高塩濃度、高 pH の水溶液中 (1 M NaCl 存在下、pH 10 緩衝液) で、β-
ガラクトシドを含むラクトースのような二糖と結合することで、オリゴマーを形成す










































図 3-1.  ラクトース固定化カラム  (A) 及び Superdex S-200 (B) による
WT-rCEL-III の精製 
A. タンパク質は 10 mM Ca2+を含む TBS で平衡化されたカラム (φ1×3 cm) にか
け、非吸着タンパク質を洗浄後、20 mM EDTA を含む TBS によって溶出した。 




























































図 3-3. WT-rCEL-III の溶血活性測定 
  組み換え型 CEL-III の溶血活性測定はタンパク質とウサギ赤血球とを 10 mM 
Tris-HCl, pH8.5, 10 mM CaCl2中で混合し、20℃で 1 時間放置することで行った。












図 3-4. nCEL-III と WT-rCEL-III のオリゴマー化分析 
CEL-III のオリゴマー化は 10 mM グリシン/NaOH、pH10、10 mM Ca2+、1 M NaCl












 大腸菌を用いた WT-rCEL-III の発現と精製に成功したが、得られた WT-rCEL-III は
グミ体液より得られた nCEL-III と比較して溶血活性が大きく低下していた。そこで、
より強い WT-rCEL-III とドメイン-1/2 の活性を有する組み換え型タンパク質を得るた
めにリフォールディングプロセス中の Ca2+イオンの効果を検討することにした。 
WT-rCEL-III 及びドメイン-1/2は pET-3a と BL21 (DE3) pLysS を用いて発現を行っ
た。10 mM Ca2+イオン存在下及び非存在下でリフォールディングを行い、ラクトー
ス固定化カラムで精製し、その後ゲルろ過にかけた (図 3-5~3-8 )。Ca2+イオン存在
下及び非存在下でリフォールディングを行った WT-rCEL-III とドメイン-1/2 をそれぞ
れ WT-rCEL-III (+Ca) と WT-rCEL-III (-Ca) 、ドメイン-1/2 (+Ca)とドメイン-1/2 (-Ca) 
とした。得られた WT-rCEL-III を用いてウサギ赤血球に対する溶血活性を行った (図
3-9 A)。WT-rCEL-III (+Ca) は WT-rCEL-III (-Ca) より 10 倍強い溶血活性を示し、50%
溶血活性を示したタンパク質濃度はそれぞれ 2.6 μg/ml と 24 μg/ml であった。この結
果は、Ca2+イオンは効率的な WT-rCEL-III の巻き戻しの手助けをしたことを示してい
る。CEL-III/糖複合体の結晶構造において、Ca2+イオンはドメイン-1/2 の 5 か所のサ







凝集活性はウサギ赤血球を用いて 10 mM CaCl2を含む TBS 中で行った。その結果を
図 3-9 B に示しており、ドメイン-1/2 (+Ca) はドメイン-1/2 (-Ca) より 2 倍強い凝集





果を図 3-11 に示しており、WT-rCEL-III (+Ca) と WT-rCEL-III (-Ca) において重要な
違いは見られなかったが、WT-rCEL-III (+Ca) の 205 nm 付近のネガティグピークは
WT-rCEL-III (-Ca) よりもわずかに深くなっており、nCEL-III のスペクトルと類似性
を示した。一方、ドメイン-1/2 の CD スペクトルはドメイン-1/2 (+Ca) はドメイン-1/2 
(-Ca) の間でより明白な違いを示した。ドメイン-1/2 (+Ca) は 205 nm 付近のネガテ
ィブピークと 230 nm 付近のポシティブピークの両方において大きな値を示した。そ
れらの結果は Ca2+イオン存在下で巻き戻した組換え型タンパク質、特にドメイン-1/2
は天然型タンパク質とより類似した構造を有しており、そのため WT-rCEL-III (+Ca) 
とドメイン-1/2 (+Ca) の活性が強くなったと考えられる。 
 また、WT-rCEL-III (+Ca) と WT-rCEL-III (-Ca) を用いて高塩濃度、高 pH の水溶液
中 (1 M NaCl 存在下、pH 10 緩衝液) で、ラクトース結合によるオリゴマー化測定を
行った。その結果、WT-rCEL-III (+Ca) は WT-rCEL-III (-Ca) よりウサギ赤血球に対















































図 3-5. 精製ラクトース固定化カラム (A) 及び Superdex S-200 (B) による
WT-rCEL-III (+Ca) の精製 
A. タンパク質は 10 mM Ca2+を含む TBS で平衡化されたカラム (φ1×3 cm) にか
け、非吸着タンパク質を洗浄後、100 mM ラクトースを含む TBS によって溶出
した。 
























図 3-6. 精製ラクトース固定化カラム  (A) 及び Superdex S-200 (B) による
WT-rCEL-III (-Ca) の精製 
A. タンパク質は 10 mM Ca2+を含む TBS で平衡化されたカラム (φ 1×3 cm) にかけ、
非吸着タンパク質を洗浄後、100 mM ラクトースを含む TBS によって溶出した。 


























図3-7. 精製ラクトース固定化カラム (A) 及びSuperdex S-200 (B) によるドメイン
-1/2 (+Ca) の精製 
A. タンパク質は 10 mM Ca2+を含む TBS で平衡化されたカラム (φ 1×3 cm) にかけ、
非吸着タンパク質を洗浄後、100 mM ラクトースを含む TBS によって溶出した。 
























図3-8. 精製ラクトース固定化カラム (A) 及びSuperdex S-200 (B) によるドメイン
-1/2 (-Ca) の精製 
A. タンパク質は 10 mM Ca2+を含む TBS で平衡化されたカラム (φ 1×3 cm) にかけ、
非吸着タンパク質を洗浄後、100 mM ラクトースを含む TBS によって溶出した。 
















図 3-9. Ca2+イオン存在下及び非存在下でリフォールディングの溶血活性 (A) 及び
凝集活性 (B) への影響 
 (A) 溶血活性はウサギ赤血球より漏出したヘモグロビンを 540 nm での吸光度で測
定することで行った。タンパク質は緩衝液 ( 10 mM Tris-HCl pH 8.5, 0.15 M NaCl, 10 
mM CaCl2) で赤血球と 30 分混合後、遠心分離を行った。上清の吸光度を 540 nm で
測定した。0.1 % (v/v) Triton X-100 での溶血を 100%とした。 






















図 3-10. CEL-III 糖結合部位と GalNAc との糖結合様式 



























図 3-11. WT-rCEL-III (+Ca) とWT-rCEL-III (-Ca) (A) とドメイン-1/2 (+Ca) とドメイ





















図 3-12. nCEL-III と WT-rCEL-III のオリゴマー化分析 
CEL-III のオリゴマー化は 10 mM グリシン/NaOH、pH10、10 mM Ca2+、1 M NaCl







第3項. CEL-III 溶血活性発現における各糖結合部位の役割 
 
 CEL-III の特異的糖認識は Ca2+イオンとの配位結合、酸性アミノ酸側鎖との水素結
合及び芳香族アミノ酸と糖疎水面とのスタッキング相互作用により達成されている 
(図 3-13)。GalNAc と結合することによってサブドメイン 2α及び 2βの糖結合部位周
辺のアミノ酸残基の位置が大きく変化し、特にサブドメイン 2αの糖結合部位に位置
するGlu184やAsn186はN-アセチルガラクトサミンと結合に伴って大きく側鎖の位
置が変化することが観察されている (図 3-14)。CEL-III 及び CEL-III/GalAc 複合体の
主鎖構造を重ね合わせてみると、全体的な構造は非常に類視していたが、ドメイン 3
の H8、H9 の領域において局部的な構造変化が見られた。おそらく、サブドメイン





各糖結合部位の芳香族アミノ酸を Ala 残基に置換した変異体 (H36A, Y134A, Y181A, 
Y222A, W269A) を作製し、それらの諸性質について検討を行った。 
 それぞれの変異を含む pET-3a プラスミドは Quicke change mutagenesis kit を用
いて各変異体に対応するプライマーを用いて pET-3a-rCEL-III をテンプレートにして
PCR によって調製し、BL21 (DE3) pLysS を用いて組換え型タンパク質の発現を行っ
た。発現誘導後、Ca2+イオン存在下でリフォールディングを行い、ラクトース固定化
カラム(図 3-15)、ゲルろ過により精製を行った (図 3-16)。H36A はゲルろ過でモノマ
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ーとして得られたが、他の変異体はオリゴマーのピークが多くなっていた。これは、
おそらく 100 mM ラクトース存在下で冷凍保存していたため、オリゴマーが形成さ
































図 3-13. GalNAc 結合による側鎖の動き 
(A) 四角で囲っているアミノ酸が特異的糖認識に関わっているアミノ酸である。 






















図 3-14. 2α (A), 2β (B) の GalNAc 結合による側鎖の動き 



























図 3-16. 各糖結合部位変異体のラクトース固定化カラムによる精製 





図 3-17. 各糖結合部位変異体のゲルろ過による精製 
糖結合部位変異体組み換え型タンパク質は TBS 中で Superdex S-200 カラム (φ2.3
×60 cm) にかけた。大腸菌β-ガラクトシダーゼ (116 kDa)、ウシ血清アルブミン (66 







































図 3-19. WT-rCEL-III と糖結合変異体の溶血活性の比較 
 溶血活性はウサギ赤血球より漏出したヘモグロビンを540 nmでの吸光度で測定す
ることで行った。タンパク質は緩衝液 ( 10 mM Tris-HCl pH 8.5, 0.15 M NaCl, 10 mM 
CaCl2) で赤血球と 30 分混合後、遠心分離を行った。上清の吸光度を 540 nm で測定




第4項. 溶血性レクチン CEL-III 会合ドメインの Val 残基クラスターの役割 
 
 α-へリックス領域は疎水性アミノ酸と親水性アミノ酸が交互に配列したアミノ酸
パターンを有しており、その中には 2 か所の特徴的な Val 残基が 3 個交互に配列した
Val 残基クラスターが存在している。GST-HLH 変異体を用いた実験より、その Val
残基クラスターがGST-HLHの会合性に重要な役割を果たしていることが明らかにな
った。そこで、CEL-III 分子の Val 残基クラスター (332、324、326、331、333、335
番目) を Ala 残基に置換した変異体 (VA1、VA2、VA3) を大腸菌を用いて作製 (図
3-19) し、その性質について検討を行った。 
 大腸菌を用いて Val 残基クラスターを Ala 残基に置換した変異体 (VA1、VA2、VA3) 
を発現した結果、WT-rCEL-III 同様に封入体として得られたので、6 M 塩酸グアニジ
ンを含むリフォールディング緩衝液による可溶化を行った。次に、0.4 M アルギニン
塩酸塩を含む Ca2+イオン非存在下リフォールディング緩衝液による希釈法により変
異体タンパク質の巻き戻しを行った。巻き戻し終了後、10 mM Ca2+-TBS で透析を行
い、ラクトース固定化カラム、Superdex-200 ゲルろ過カラムにより精製を行った。
図 4-2 にゲルろ過の図を示した。変異体タンパク質 (VA1、VA2、VA3) は WT-rCEL-III
と比べてオリゴマータンパク質の高分子量のピークの増加が確認された。その中でも
VA3 が もオリゴマーの量が多くなっていた。 
 変異体タンパク質の遠紫外 CD スペクトルを図 3-21 A に示した。WT-rCEL-III は
nCEL-III と類似のスペクトルを示したが、変異体タンパク質のスペクトルは 205 nm
付近のネガティブピークが増加していた。図 3-21 B には WT-rCEL-III と変異体タン
パク質の差スペクトルを示した。VA3の差スペクトルはβ-シート構造に特有な220 nm
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付近にネガティブピークを示した。このことは、VA3 が もβ -シート含有が増加して




の 220 nm 付近のネガティブピークの強度は図 3-21B で示したオリゴマー量の多さと
一致していた。それらの結果はオリゴマー化がドメイン 3 のβ-シートの形成を生ずる
ことを示唆している。 
 変異体 CEL-III の溶血活性測定はウサギ赤血球を用いて行った。2 番目の Val 残基ク
ラスター (341、343、345 残基) に変異を導入した VA2 は WT-rCEL-III より 10 倍強
い溶血活性を示した (50%溶血活性；4 μg/ml)。また、1 番目の Val 残基クラスターに
変異を導入した変異体 (VA1) も数倍溶血活性が増加していた。一方、両方の Val 残
基クラスターに変異を導入した変異体 (VA3) では 10 μg/ml 以下では WT-rCEL-III よ
り強い溶血活性を示したが、タンパク質濃度が増加するにつれて WT のように活性は
上昇していなかった。VA3 の場合、 も強い活性は 76%程度であり、100%の溶血活




VA1 も時間が経過すると、VA3 同様に高濃度において溶血活性の低下が確認された。 
ゲルろ過で分けたモノマーを SDS-PAGE で確認してみたら、全ての変異体でオリ
ゴマーのバンドを確認することができた。その中で VA1 と VA2 はほとんどがオリゴ
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マーとして存在しており、VA1 と VA3 は時間の経過とともに自発的に会合してしま
い、溶血活性の低下につながったのだと考えられる。一方、10 倍強い溶血活性を示




























図 3-20. CEL-III のドメイン 3 中の Ala 残基に置換された Val 残基の位置 
ドメイン 3 中の疎水性領域 (320-354 残基) は、黒で示している。アミノ酸配列の 
Val 残基クラスターの位置は□で示している。組換え型 CEL-III は N-末端に開始 Met





























図 3-21. Superdex-200 カラムによる組換え型タンパク質のゲルろ過 
  組み換え型タンパク質 (WT, VA1, VA2, VA3) は TBS 中で Superdex S-200 カラ
ム (2.3×60) にかけた。大腸菌β-ガラクトシダーゼ (116 kDa)、ウシ血清アルブミ





















図 3-22. 天然型と組換え型 CEl-III の遠紫外 CD スペクトル (A) と差スペクトル 
(B) 























図 3-23. 変異体 CEL-III の溶血活性測定 
  組み換え型 CEL-III の溶血活性測定はタンパク質とウサギ赤血球とを 10 mM 
Tris-HCl, pH8.5, 10 mM CaCl2中で混合し、20℃で 1 時間放置することで行った。




















図 3-24. 変異体 CEL-III の SDS-PAGE による分析 









第5項. 溶血性レクチン CEL-III 会合ドメインの部位特異的変異体作製とその性質 
 
 ドメイン 3 中のα-ヘリックス領域に位置する Val 残基クラスターの Val 残基を Ala
残基に置換することで、溶血活性や自己会合性に影響を与えることが明らかになった。
今回は、α-ヘリックス領域以外に Ala 変異を導入したらどうなるかと考え、CEL-III
ドメイン 3 全体に Ala 変異を導入した部位特異的変異体を作製し、それらの諸性質を
検討することにした。 
ドメイン 3 に Ala 置換を導入した変異 DNA 持つプラスミドを、Quick change 
mutagenesis kit による PCR によって調製し、発現用大腸菌 BL21 (DE3) pLysS をト
ランスフォーメーションした。発現したタンパク質は封入体としてえられたので、こ
れまでと同様の操作で可溶化、Ca2+非存在下でリフォールディングを行った。リフォ
ールディング終了後、10 mM Ca2+-TBS で透析を行い、ラクトース固定化カラムで精
製を行った。100 mM ラクトース-TBS で溶出を行ったところ、いずれのタンパク質
もラクトース固定化カラムへの吸着を確認することができた。次に、ゲルろ過を行い、
その結果を図 3-25 に示した。ほとんどの変異体は WT-rCEL-III と同様に大部分がモ
ノマー体として存在していたが、I330A、I335A 、L397A、I403A、K405A の変異体
タンパク質はオリゴマーを形成しており、その中でも I330A、L397A 、I403A は大部
分がオリゴマーとして存在していた。以後の実験は、I330A、L397A 、I403A 以外の
変異体を用いて行った。 
 得られた変異体タンパク質の二次構造を検討するために、遠紫外 CD スペクトル測





いる。H9 の中央に位置する Ser 残基を Ala 残基に置換した S350A、分子内部に位置
する Lys 残基を Ala 残基に置換した K405A、分子表面に位置する Asp 残基を Ala 残
基に置換したD425AにおいてWT-rCEL-IIIより溶血活性の上昇がみられ、特にK405A
は大きく溶血活性が上昇しており、その活性は nCEL-III よりも強くなっていた。一
方、H8 の中央に位置する Ile 残基を Ala 残基に置換した I330A、分子表面に位置する







 次に、溶血活性の増加がみられた変異体 S350A、V345A、D425A、K405A を用い
て、高塩濃度、高 pH の水溶液中で、グルコース、ラクトースをそれぞれ加えオリゴ
マー化分析を行った。その結果を図 3-27 に示した。その結果、nCEL-III より溶血活
性が上昇していた K405A のみラクトースと結合することで、オリゴマーを形成する










































































図 3-26. CEL-III ドメイン 3 部位特異的変異体のゲルろ過 
WT-rCEL-III 変異体は TBS 中で Superdex S-200 カラム (2.3×60) にかけた。大
腸菌β-ガラクトシダーゼ (116 kDa)、ウシ血清アルブミン (66 kDa)、ウシシトクロ
















































































































































組み換え型 CEL-III の溶血活性測定はタンパク質とウサギ赤血球とを 10 mM 
Tris-HCl, pH8.5, 10 mM CaCl2中で混合し、20℃で 1 時間放置することで行った。







図 3-28. 水溶液中での CEL-III ドメイン 3 部位特異的変異体のオリゴマー化分析 
  CEL-III のオリゴマー化は 10 mM グリシン/NaOH、pH10、10 mM Ca2+、1 M NaCl






第1項. 組換え型 CEL-III (WT-rCEL-III) の発現とその性質 
  
 これまで nCEL-III について多くの実験が行われてきたが、組換え体を用いた実験
はあまり行われていない。そこで、大腸菌を用いて WT-rCEL-III を作製し、その諸性
質について検討を行うことにした。 




測定より、WT-rCEL-III は nCEL-III と類似の二次構造を有していた。WT-rCEL-III は
nCEL-III 同様に特異的糖結合活性を有し、nCEL-III と類似の二次構造を形成している
にもかかわらず、ウサギ赤血球に対する溶血活性は nCEL-III と比べて 100 分の 1 に















で、より高活性の WT-rCEL-III を得るために、リフォールディングに及ぼす Ca2+イオ
ンの効果を検討した。 
その結果、Ca2+イオン存在下及び非存在下でリフォールディングした WT-rCEL-III 
(+Ca) 及び WT-rCEL-III (-Ca) の溶血活性を比較したところ、WT-rCEL-III (+Ca) は
WT-rCEL-III (-Ca) より溶血活性が 10 倍程度上昇していた。また、糖結合ドメインで
あるドメイン-1/2をWT-rCEL-III同様にCa2+イオン存在下及び非存在下でリフォール




ディングした組換え型タンパク質の CD スペクトルより、WT-rCEL-III のスペクトル
においては明白な違いを観察することはできなかったが、ドメイン-1/2 のスペクトル




WT-rCEL-III (+Ca) とドメイン-1/2 (+Ca) の活性が強くなったと考えられる。しかし













する芳香族アミノ酸を Ala 残基に置換した変異体 (H36A, Y134A, Y181A, Y222A, 
Y269A) を作製し、その諸性質について検討を行った。 
 すべての変異体を用いた遠紫外 CD スペクトル測定の結果、WT-rCEL-III と類似の
二次構造を形成しており、芳香族アミノ酸置換による二次構造への影響はなかったと
考えられた。次に、ウサギ赤血球を用いた溶血活性測定を行ったところ、Y181A に
おいて大きな溶血活性の低下が確認された。CEL-III/GalNAc 複合体の X 線結晶構造
解析より、Tyr181 を含む糖結合部位 2αサブドメインは、糖と結合することで主鎖及
び側鎖が大きく変化し、それに伴って H8 付近の主鎖構造も大きく変化することが確




H36A, Y134A, Y222A の変異体タンパク質はどれもほぼ同様の溶血活性を示し、その
活性は WT-rCEL-III より少し弱くなっていた。これは、糖結合部位が 1 か所結合でき
なくなったためにこのような現象が起きたのだと考えられた。また、W269A は
WT-rCEL-III と同様の溶血活性を示し、これは、Trp269 を含むサドメイン 2γの糖結
合部位は溶血活性にあまり寄与していないとと推測された。 
 
第 4 項. 溶血性レクチン CEL-III 会合ドメインの Val 残基クラスターの役割 
 
 CEL-IIIドメイン3のα-ヘリックス領域に位置する2個のVal残基クラスター (332、
324、326 残基と 331、333、335 残基) は GST-HLH のオリゴマー形成に重要な役割
を果たしていた。そこで CEL-III 分子中の Val 残基クラスターの役割を検討するため
に、それらのアミノ酸を Ala 残基に置換した変異体 (VA1、VA2、VA3) を作製し、そ
れらの性質について検討した。 
全ての変異体はWT-rCEL-IIIと比べて自発的に形成されたオリゴマーの量が増加し
ていたが、それは VA3 において も顕著であった。しかしながら、VA3 は 100%の
溶血活性を示さず、VA3 が示した溶血活性は 高でも 76%程度の活性であった。お
そらく、精製後の自発的なオリゴマー化によりモノマータンパク質が減少したために、
溶血活性を発現できなかったのだと思われる。このことは、SDS-PAGE の分析より、
VA3 は水溶液中で形成される nCEL-III オリゴマーと同様のサイズのオリゴマーを形
成していたことからも明らかである。そのオリゴマー化によるβ-シート構造の増加に
ともなって、CD の差スペクトルでは 220 nm 付近のネガティブピークが大きくなっ
ていたのだと思われる。VA1 も VA3 ほどではないが、会合性の上昇が確認された。
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SDS-PAGE 分析より、オリゴマーのバンドが見られたことから、VA1 も時間の経過
とともにオリゴマー化していたと考えられる。一方、VA2 は WT-rCEL-III と比べて会
合性の増加が少し認められたが、大部分がモノマーとして存在していた。精製後も、
モノマーで安定であり、差スペクトルにも変化が見られなかった。ウサギ赤血球を用




さのために、VA2 は WT-rCEL-III より強い溶血活性を示したと考えられる。これらの
結果より、CEL-III のα-ヘリックス領域の Val 残基クラスターは CEL-III の溶血活性に
重要な役割を果たしていると考えられる。Val 残基の Ala 残基への置換がα-ヘリック
ス領域の安定性を減少させ、β-シートへの構造変化を促進し、モノマー同士の会合に
つながったと思われる。 
前章で述べたように、α-ヘリックス領域の GST 融合タンパク質の Val 残基を Ala
残基に置換することによって会合性が減少する結果が得られている。この結果は














クが非常に多くなっており、自己会合性の上昇がみられた。lle330 は H8 に位置して






た。S350A については、Ser350 を Ala 残基に置換することでα-ヘリックス領域が構
造変化を起こしやすくなり、溶血活性が増加したものだと考えられる。また、Lys405
や Asp425 の側鎖は C-末端領域 (411-432) と水素結合を形成していることから、Ala
に置換することでその相互作用がなくなり、C-末端領域が構造変化しやすくなり、溶
血活性発現の増加につながったのだと考えられる。これより、ドメイン-3 の C-末端









































第 4 章 



















用いたマイクロプレートはIWAKI、カバーグラス、Crystal Clear Sealing Tape および
クライオループはHAMPTON RESEARCH 社から購入した。Vivaspin は
VIVASCIENCE 社、ウルトラフリーはMillipore 社より購入した。分光光度計は、
HITACHI のU-2000 形ダブルビーム分光光度計を用いた。遠心分離には、HITACHI の





第1項. 組換え型ドメイン-1/2 タンパク溶液の調製 
精製したタンパク質溶液をVivaspin およびウルトラフリーを用いて限外ろ過によ
り濃縮を行った。まずVivaspin にドメイン-1/2溶液20 ml を入れ、3,000 rpm.で遠心
することにより濃縮し、次にウルトラフリーに濃縮したタンパク質溶液500 μl を入れ、
3,000 rpm.で遠心することによりさらに濃縮した。濃縮後、0.5 ml サンプルチューブ










 0.2 M magnesium chloride hexahydrate：41 g、0.1 M Tris hydrochloride：15.8 gを
800 mlの純水に溶かし pH8.5に調整し、純水で1 Lまでメスアップを行った。



















緩衝液、塩、沈殿剤がプレミックスされているクリスタルスクリーン2 (48 種類) と






























クリスタルスクリーン2 (48 種類) とウィザード1 (48 種類) 、ウィザード2 (48 種類) 
の合計144種類のリザーバー溶液を用いて、シッティングドロップ蒸気拡散法により
結晶化を行い、ドメイン-1/2-ラクトース複合体の結晶化条件の探索を行った。その結
果、数種類の条件で結晶形成が確認され、クリスタルスクリーン6 (0.1 M Tris-HCl pH 
8.5, 0.2 M MgCl2, 30% w/v Polethylene Glycol 4000)) で小さな針状の結晶が観察され
た (図3-2 A)。クリスタルスクリーン6の条件でPolethylene Glycol 4000の濃度を
20%~40%の間で2%間隔で変更したリザーバー溶液を作製し、再度結晶化を行った。
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その結果、20% w/v Polethylene Glycol 4000を含むリザーバー溶液で良好な結晶形成
を確認できた(図3-2 B)。また、ガラクトース複合体の結晶化をラクトース複合体の結
晶ができた条件で行ったところ、クリスタルスクリーン6で結晶の形成を確認でき、






(A) 100 mM ラクトース-TBSでの溶出 






バッファーに0.1 M Tris-HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2, 30% w/v Polethylene Glycol 4000
を使用した。ドメイン-1/2-ラクトース(B)：28% w/v Polethylene Glycol 4000含むバッ




第2項.  ドメイン-1/2-糖複合体の X 線結晶構造解析 
 126
 
得られた結晶を用いて Photon Factory でデータ収集を行った。そして、得られた
回折データを用いて、CEL-III ドメイン-1/2 をモデルとした分子置換法により構造解
析を行ったところドメイン-1/2-free ：1.5Å, ドメイン-1/2-ガラクトース：1.7Å, ド
メイン-1/2-ラクトース：1.9Åの分解能で構造を決定することに成功した。解析デー
タを表 1 に示す。 
 図4-3にドメイン-1/2-free (A), ドメイン-1/2-ガラクトース (B), ドメイン-1/2-ラク
トース (C) の結晶構造を示す。nCEL-III 同様に、1βを除く 5 つのサブドメイン(1α, 1γ, 
2 α, 2 β, 2 γ) 中にある糖結合部位にガラクトース及びラクトースの電子密度を確認
することができ、その近辺に Ca2+イオンの電子密度も確認できた。しかしながら、
ドメイン 1/2-ガラクトースのデータ収集を行う際、結晶に X 線ビームを当てる前に
凍結防止として 32% PEG4000 を含むリザーバー溶液に一晩浸してデータ収集を行
ったところ、ガラクトースと Ca2+イオンの電子密度を確認することができなかった。
おそらく、一晩 Ca2+イオンを含まない溶液に浸したことでガラクトースと Ca2+イオ
ンはドメイン-1/2から遊離したのだとと考えられる (ドメイン-1/2-free)  (図 4-3:A)。
一方、数秒浸した場合は、ガラクトースと Ca2+イオンの電子密度を確認することが




ファンとのなどの芳香族アミノ酸側鎖とのスタッキング相互作用、3 位と 4 位の OH
基と Ca2+イオンへの配位結合及び Asp168、Gly171、Glu184 等の主鎖及び側鎖との
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水素結合ネットワークによって結合は安定化されている。一方、ラクトースの認識機
構では 2αサブドメインの糖結合部位だけが、ラクトースのグルコース部分の 3 位の
OH 基と Gly171 の主鎖 NH との間で水素結合を形成していることが明らかとなった。
この部位へのラクトースの結合が溶血活性発現に重要な役割を果たしていることご
示唆された。 
















































図 4-3. ドメイン-1/2 及び糖複合体の結晶構造 
 青色はドメイン 1、緑色はドメイン 2 を示している。また、紫色の丸は Ca2+イオ
ン、黄色は糖を示している。 
(A) ドメイン-1/2-free：糖及び Ca2+イオンを含まないドメイン-1/2 の結晶構造 
(B) ドメイン-1/2 ガラクトース複合体 







































図 4-5. ドメイン-1/2 及び糖複合体の結晶構造の重ね合わせ 
糖及び Ca2+イオンを含まないドメイン-1/2 結晶構造 (緑) 
ドメイン-1/2 ガラクトース複合体 (赤) 



















図 4-6. ドメイン-1/2 及び糖複合体の結晶構造の重ね合わせ  
主鎖構造全体(A), H8 付近の主鎖構造に変化が見られた位置 (A の丸で囲んだ場所) 














ドメイン-1/2 のみを用いてラクトース複合体の結晶化及び X 線結晶構造解析を行い、
ラクトース認識機構の解明を行うことにした。また、比較としてオリゴマー化を引き
起こさないガラクトース複合体も同様に行った。 
 100 mM ラクトース-TBS、100 mM ガラクトース-TBS で溶出後のドメイン-1/2 を
10 mg/ml まで濃縮し、結晶化サンプルとした。クリスタルスクリーン 1 、2 とウィ
ザード 1 、2 を用いてシッティングドロップ蒸気拡散法により結晶化を行ったろこ
ろ、クリスタルスクリーン 1-6 (0.1 M Tris-HCl pH 8.5, 0.2 M MgCl2, 30% w/v 
Polethylene Glycol 4000) で小さな針状の結晶が観察された。次に、結晶化条件の
適化を目指して、PEG4000 の濃度を変えたリザーバー溶液を調製し結晶化を行った
ところ、ドメイン-1/2-ラクトースは 28% PEG 4000 含むリザーバーで、ドメイン-1/2-






第2項. ドメイン-1/2-糖複合体の X 線結晶構造解析 
 
 CEL-III のドメイン-1/2 をモデルとした分子置換法により構造解析を行ったところ
ドメイン-1/2-free ：1.5Å, ドメイン-1/2-ガラクトース：1.7Å, ドメイン-1/2-ラクト
ース：1.9Åの分解能で構造を決定することに成功した。得られた糖複合体の結晶構




などの芳香族アミノ酸側鎖とのスタッキング相互作用、3 位と 4 位の OH 基と Ca2+
イオンへの配位結合及び Asp168、Gly171、Glu184 等の主鎖及び側鎖との水素結合
ネットワークによって結合は安定化されていた。その中で 2αサブドメインの糖結合








































結晶解析より、CEL-III や CEL-III/GalNAc 複合体の結晶構造が明らかとなった 5)。ア
ミノ酸配列の相同性の結果と同様に、ドメイン-1 及び 2 はリシン B-鎖と類似のβ-ト
レフォイル構造を有しており、Ca2+を含む 5 か所の糖結合部位が存在していた。一方、
ドメイン-3 はβサンドウィッチと 2 本のα-ヘリックス (H8、H9) を含む新規の構造で



































膜孔形成毒素には見られない 3 個の Val 残基が交互に配列する特徴的な Val 残基クラ
スターが 2 か所存在していることから、Val 残基クラスターを Ala 残基に置換した変
異体を GST-HLH 同様に GST 融合タンパク質として合成した。発現した GST 融合タ
ンパク質は、Val 残基を Ala 残基に置換することで会合性の減少がみられた。この結
果より、この Val 残基クラスターが GST-HLH 同士の相互作用に深くかかわっている




第 3 章では、大腸菌を用いて組み換え型 CEL-III (WT-rCEL-III) 及び WT-rCEL-III の
部位特異的変異体を作製し、それらの諸性質について検討を行った。まず初めに大腸
菌を用いて合成した WT-rCEL-III の諸性質について検討を行った結果、WT-rCEL-III


























を Ala 残基に置換した Y181A において も大きな溶血活性低下が見られ、サブドメ
イン2αの糖結合部位への特異的糖鎖の結合がCEL-III溶血活性に重要な役割を果たし




立体構造上 H8 に近い位置に位置しており、そのような H8 に近い糖結合部位への特
的糖の結合がドメイン-3 の構造変化の引き金となっていることが示唆された。 
CEL-IIIドメイン-3のα-ヘリックス領域に位置する2個のVal残基クラスター (332、
324、326 残基と 341、343、345 残基) に注目し、それらのアミノ酸を Ala 残基に置
換した変異体 (VA1、VA2、VA3) を作製し、その性質について検討した結果、それぞ
れの Val 残基クラスターを Ala 残基に置換することで、会合性や溶血活性に大きく影
響を与えることが明らかになった。この結果は、Val 残基クラスターが CEL-III のオリ
ゴマー化や溶血活性に関与していることを示している。VA1 と VA2 では会合性に違
いがみられたことについては、次のような可能性が考えられる。1 番目と 2 番目の Val
残基クラスターの位置は、1 番目の Val 残基クラスターの方がよりドメイン 3 内部に











その結果、I330A、L397A においては会合性の大きな上昇が確認された。Ile330 は 1
番目の Val クラスターの近傍に位置しており、第 5 章でこの領域の疎水性アミノ酸が
α-ヘリックス領域の安定化に大きく寄与していることを示した。また、Lue397 はヘ















らかになった。1 つ目は、ドメイン-3 の C-末端領域の構造変化が溶血活性発現に必須
である可能性である。実際、その領域を削除した変異体は溶血活性の減少が確認され
ている。2 つ目は CEL-III ドメイン-3 の分子表面に位置するアルギニン残基が溶血活
性発現に重要な役割を果たしている可能性である。 
第 4 章では、ドメイン-3 を除いたドメイン-1/2 のみでラクトース複合体の結晶化及
び X 線結晶構造解析を行い、ラクトースの結合によって引き起こされる初期の構造変
化及びラクトース認識機構を解明することを目的とした。0.1 M Tris-HCl (pH 8.5), 0.2 
M MgCl2で PEG4000 を含むリザーバーでドメイン-1/2-ラクトース複合体の結晶を観
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